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(§) Festphasengebundene Peptide mit intramolekularem Fluoreszenz-Energie-Transferzur Identifizierung von 
Substraten und Inhibitoren von Proteasen 

@ Die Erfindung beschreibt in erster Linie ein Verfahren 
zur Identifizierung und Charakterisierung von Protease- 
substraten und Inhibitoren. Dabei werden Proteasesub- 
strate und Inhibitoren oder Substanzen, die auf entspre- 
chende Eigenschaften getestet werden sollen, auf konti- 
nuierlichen festen Tragern synthetisiert und auf diesen 
Tragern getestet. Die enzymatische Zuganglichkeit ist da- 
bei von entscheidender Bedeutung und wird durch erfin- 
dungsgemafSe polymere Trager gewahrleistet. Zum 
Nachweis von Proteaseaktivitat an entsprechenden Sub- 
straten und unter Einflufi von Inhibitoren wird ein inter- 
nes Fluoreszenz-Donor-Akzeptor-Paar verwendet. Die er- 
findungsgemaften Verfahren konnen auch zur Routine- 
diagnostik und zu Untersuchungen an Esterasen und zuk- 
■ kerabb'auendieri Ehzyrtien verwendet werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Idenlifizierung 
und routinemaBigen Anwendung von Proteasesubstraten 
und Prolcaseinhibitoren unter Verwcndung von kontinuierli- 5 
chen planaren Oberflachen als Syntheseorte. 

Stand derTechnik 

Fiir die Untersuchung von Protease- und Peptidasespezi- lo 
fitaten wurden folgende LSsungen erarbeitet: 



lichen Punktsubstitutionen ist mit dieser Methode nicht 
moglich. 

(iv) Weiterhin wurde ein Verfahren beschrieben, bei 
dem Proteasesubstrate, die auf modifizierten Polypro- 
pylen-Scheiben synthetisiert wurden, Verwendung fin- 
den [DUAN and LAURSEN (1994) Anal. Biochem., 
Vol. 216, pp 431-438]. Die Substrate enthalten am N- 
Tferminus das Fluorophor Fluoresceinylthiocarbamat, 
das nicht intern gequencht wird. Die Polypropylen- 
Scheiben mit den Substraten werden mit einer \ferrich- 
tung in Mikrotiterplatten mit Proteaselosung gehangt. 
Das Ruorophor mit dem N-lerminalen Teil des Pepti- 
des wird abgespalten und kann mit einem Fluoreszenz- 
lesegerat nach dem Entfemen der Polypropylen-Schei- 
ben mit der Vorrichtung quantifiziert werden. Nachteile 
dieser Methode sind das arbeitsaufwendige Befestigcn 
der Polypropylen-Scheiben an der Halterungsvorrich- 
tung und das Problem, daB das Fluorophor in die Pro- 
teaselosung freigesetzt wird, Beimischungen in unge- 
reinigten Proteaselosungen konnen die Messung beein- 
Urachtigen. 

(v) Die unter (iii) beschriebene Methode wird mit Pep- 
tiden durchgefuhrt, die mittels Spotsynthese [FRANK 
et al. (1992) Tetrahedron, Vol. 48, pp 9217-9232] auf 
kontinuierlichen CelluloseUragern synthetisiert und ge- 
testet werden. Entsprechende Assay systeme werden 
von der Firma Jerini Bio Tools kommerzicU angeboten. 
Nachteil dieser Methode ist, das Peptide an Orten der 
Cellulose synthetisiert werden, die zwar fur die Rea- 
genzien aber nicht fur groBe Proteasemolekiile zugang- 
lich sind. Selbst opdmale Substrate werden in diesen 
Testsystemen nur zu etwa 20 bis 30% gespalten. 

(vi) Klassisch werden Proteaseinhibitoren in Losung 
identifiziert. Zu einer optimierten Mischung aus Pro- 
tease und Subststrat wird die zu testende inhibitorische 
Substanz zugegeben, deren Wirkung auf den Verlauf 
der Substratumsetzung gemessen wird, 

(vii) Es wurde ein festphasengebundener bibliotheks- 
basierter Assay zur Identifizierung von Enzyminhibito- 
ren beschrieben [MELDAL (1998) Meth. Mol. Biol,, 
Vol. 87, pp 25-39]. Bei diesem Verfahren werden die 
Syntheseorte auf PEGA Harzkugelchen zu einera Drit- 
tel mit einem geeigneten Substrat und zu zwei Dritteln 
mit einer zu testenden inhibitorischen Substanz belegt. 
Bei entsprechender inhibitorischer Wirkung wird das 
Substrat auf dem Harzkugelchen nicht umgesetzt. 
Nachteilig ist wie bei (iii), das die Inhibitorsequenz nur 
durch aufwendige Sequenzierungsverfahren bestinmit 
werden kann. 



Aufgabe und Losung (Identifizierung von Proteasesubstra- 
ten) 

Es stellt sich die Aufgabe, ein Testsystem herzustellen, 
mit dem viele verschiedene potentielle ProteasesubsJ.rate sy- 
stematisch in einem schnell und unkompliziert auszuwerten- 
dem Verfahren getestet werden konnen. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Herstel- 
lung und Identifizierung von Substraten, die 

a) auf polymeren kontinuierlichen Oberflachen anders 
als Cellulose (z. B, mikroporose Polypropylen Mem- 
branen modifiziert durch pholoinitiierte Graft-Kopoly- 
merisation mit Poly-Ethylenglykol Methacrylsaure), 
die eine Zuganglichkeit eines hohen Prozentsatzes der 
Substrate fiir die Proteasen gewahrleisten, synthetisiert 
und getestet werden, 



(i) Substratspezi fitaten von Proteasen und Peptidasen 
werden mit Hilfe loslicher SubsUrate untersucht 
[SCHELLENBERGER et al. (1991) Eur. J. Biochem., 15 
Vol. 199, pp 623-636]. Die Substrate enthalten Ainino- 
sauren, deren EinfluB auf die Eignung als Substrat be- 
stimmt werden soil. Die Enzymreaktion wird entweder 
mittels HPLC oder mit chromogenen Substraten, die 
die Absorption bei Spaltung andern, verfolgt. Das Ver- 20 
fahren ist experimentell aufwendig und der Durchsatz 

an zu testenden Substraten ist gering. 

(ii) Eine andere Methode besteht darin, intern ge- 
quenchte fluorogene Substrate in Losung zu verwenden 
[YARON et al. (1979) Anal, Biochem., Vol. 95, pp 25 
228-235]. An den entgegengesetzten Termini des Sub- 
strates werden ein Floureszenzdonor und ein Floures- 
zenzakzeptor eines geeigneten Paares synthetisiert. Im 
kompletten Substrat wird die Fluoreszenzemission des 
Donors mehr oder weniger voUstandig vom Akzeptor 30 
absorbiert. Bei Spaltung des Substrates werden Donor 
und Akzeptor raumlich getrennt und das Quenching 
wird aufgehoben. Verschiedene Donor- Akzeptor-Paare 
wurden beschrieben [JULIANO et ai. (1990) Biochem. 
Biophys. Res. Commun., Vol. 173, pp 647-652; 35 
WANG and KRAFFT (1992) Bioorg, Biomed. Chem. 
Lett., Vol. 2, pp 1665-1668; MELDAL and BRED- 
DAM (1991) Anal. Biochem., Vol. 195, pp 141-147], 
Wie die unter (i) beschriebene Methode ist auch hier 
nur ein begrenzter Durchsatz an zu testenden Substan- 40 
zen experimentell durchfuhrbar. 

(iii) Es wurde ein Assaysystem mit festphascngebun- 
den intern gequenchten Substraten beschrieben [MEL- 
DAL (1998) Meth. Mol. BioL, Vol. 87, pp 51-57; 
MELDAL et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 45 
Vol. 91, pp 3314-3318]. Die SubsUrate enthalten das 
Donor- Akzeptor-Paar Anthranilsaure/Nitrotyrosin. Die 
Substrate werden auf Syntheseharzkugelchen aus Poly- 
ethylenglykol Polyamid Kopolymeren (PEGA) synthe- 
tisiert. Mit diesem Verfahren konnen sowohl wenige 50 
definierte Substrate als auch groBe kombinatorische Bi- 
bliotheken untersucht werden. Die kombinatorischen 
Substratbibliotheken werden nach der "divide, couple 
and recombine" Methode [MELDAL (1998) Meth. 
Mol, Biol, Vol. 87, pp 51-57; MELDAL et al. (1994) 55 
Proc. Natl, Acad. Sci, USA, Vol. 91, pp 3314-3318] 
hergesteilt, Jede Harzkugel dieser Bibliotheken enthalt 
nur Peptide einer bestimmten Sequenz. Alle Harzku- 
geln zusammen werden der entsprechenden Protease- 
akti vital ausgesetzL Einzelne Kugeln werden z. B. un- 60 
ter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewahlt und die 
Substrate werden durch Sequenzierung bestimmt. Mit 
dieser Methode konnen sehr viele verschiedene Sub- 
strate gleichzeitig untersucht werden. Der Nachteil der 
Methode ist ein aufwendiges Sequenzierungsverfah- 65 
ren, das nur an einem Bruchteil der Harzkugelchen 
durchgefuhrt. werden kann. Eine systematische Unter- 
suchung von z. B. 200 Substratanaloga mit alien mog- 
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b) ein intern gequenchtes Ruoreszenz Donor-Akzep- 
lor-Paar zur Verfolgung der Proteaseaktivital besilzen. 

Umfassend die folgenden Schritte: 

5 

- Herstellen der zu unlersuchenden Proteasesubstrate, 

- wobei die zu untersuchende Sequenz von einera 
Fluoreszenz Donor-Akzeptor-Paar eingerahmt wird 
und sich der Donor zwischen polymerein TVager und zu 
untersuchender Sequenz befindet, 10 

- Zugeben einer Losung, die Proteaseaktivital enthalt, 
und Abwarten einer Reaktionszeil, 

- Abwaschen der Proteaselosung und der abgespalte- 
nen Peptidfragmente, 

- Messung der Zunahme der Fluoreszenz und 15 

- Identifizicren der Subslratsequenz durch Besdin- 
mung des Ortes auf dem kontinuierlichen Trager. 

Vorteile 20 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens bestehen 

in den folgenden Punkten: 

- Mit Hilfe der Spotsynthesetechnik IR. FRANK 25 
(1992) Ifetrahedron, Vol. 48, pp 9217-9232] sind groBe 
Anzahlen von SubsU-aten auf kontinuierlichen polyme- 
ren Oberflachen schnell und mit geringem Arbeitsauf- 
wand automatisiert herstellbar (8000 bis 10000 Peptide 
Oder Peptidgemische auf einer Rache von 20 mal 30 
30 crn). 

- Ein Testsystem, das festphasengebundene SubsU*ate 
verwendet, hat gegenuber loslichen Substraten den 
Vorteil, dafi die Losung mil der Proteaseaktivitat und 
den abgespaltenen SubsU-atfragmenten dutch einfache 35 
Waschschritte entfemt werden kann, was die Sensirivi- 
tat erhoht. AuBerdem k5nnen ungereinigte Proteaselo- 
sungen mit Beimengungen, die einen Assay in Losung 
storen wurden, verwendet werden. 

- Gegenuber anderen Proteaseassays mit fluoreszenz- 40 
gequenchten oder anderen SubsUraten besteht der Vor- 
teil, die Substrate ortsadressiert synthetisiert werden. 
Dadurch kann die Sequenz eines guten SubsUrates so- 
fort mit Hilfe der Sequenzliste und des Koordinatenfi- 
les besummt werden, ohne eine aufwendige Sequen- 45 
zierung durchzufuhren. Besonders Substitutionsanaly- 
sen von Substratsequenzen, in denen systematisch alle 
moglichen Punktsubstitutionen der Ausgangssequenz 
synthetisiert werden, sind mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren einfach und schnell durchfuhrbar, 50 

- Intern fluoreszenzgequenchte Peptide haben gegen- 
uber dem unter (iv) beschriebenen Verfahren den Vor- 
teil, daS die Messung auf der kontinuierlichen Oberfla- 
che stattfindet. Die Handhabung vieler einzelner Poly- 
propylen-Scheiben ist wesentlich arbeitsaufwendiger 55 
und fehleranfalliger. Die unter (iy) beschriebene Me- 
thode hat auBerdem den Nachteil, daB das Fluorophor 

in die Proteaselosung freigesetzt wird, und so keine ab- 
sorbierenden oder verunreinigten Proteaselosungen 
verwendet werden konnen. 60 

- Gegenuber dem unter (v) beschriebenen Verfahren 
haben mikroporose Polypropylen Membranen modifi- 
ziert durch photoinitiierte Graft-Kopolymerisation mit 
Poly-Ethylenglykol Melhacrylsaure den Vorteil, daB 
ein wesentlich hoherer Prozentsatz der Substratmole- 65 
kiile auch fur Proteine (Enzyme) zuganglich ist (siehe 
Beispiel). Das erhoht die Sensitivitat des Nachweiss- 
yslems. 
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Anwendungen 

- Es konnen Substrate fur Proteasen de novo und aus 
den Sequenzen von Proteinen, die gespalten werden, 
identifiziert werden, Bereits bekannte Subsurate konnen 
z. B. durch Substitutionsanalysen optiraiert werden. 

- Andererseits gibt es Anwendungen, in denen Ptotea- 
sestabilitat von bestimmten Sequenzen gefordert ist. 
Entsprechende Sequenzen konnen eben fails mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren identifiziert werden. 

- In vielen biotechnologischen Produktionsprozessen 
werden Proteasen eingesetzt (z. B. Peptonherstellung). 
Es gibt Anwendungen, in denen die Proteaseaktivitat 
im AnschluB an den ProduktionsprozeB inaktiviert 
wird (z. B. Hitzeinaktivierung). Zur Verlaufskontrolle 
der Inaktivierung ist ein schnelles und einfaches Test- 
system notwendig, das durch das erfindungsgemafie 
Verfahren bereitgestellt werden kann. 

- Proteasen spielen bei vielen physiologischen und pa- 
thologischen Vorgangen eine wichtige Rolle. Diese 
Proteasen sind diagnostischen Tests haufig schwer zu- 
ganglich. Bekannte Substrate konnen in intern fluores- 
zenzgequenchter Form zur Routinediagnostik einge- 
setzt werden. 

- Dcsweiteren konnen entsprechende Festphasen ge- 
bundene Proteasesubstrate in der in vivo Diagnostik 
eingesetzt werden, indem die festen Trager in den Kor- 
per implantiert oder geschluckt werden. Nach der Aus- 
scheidung oder Explantation der TYagcr werden sie zur 
Diagnose ausgewertet. 

- Erfindungsgemafie polymere Trager sind fur viele 
Anwendungen bevorzugt geeignet, da sie biologisch 
nicht abbaubar sind. Viele Praparationen von Proteasen 
enthalten neben der Proteaseaktivital noch weitere En- 
zymaktivitaten. Besonders Cellulasen konnen einen 
Einsatz von cellulosegebunden Molekiilen unmdglich 
machen. Die Stabilitat des Tragers gegenuber biologi- 
schem Abbau ist weiterhin ein groBer Vorteil fur die in 
vivo Diagnostik. 

Aufgabe und Losung (Identifizierung von Proteaseinhibito- 
ren) 

Es stellt sich die Aufgabe, ein Testsystem herzustellen, 
mit dem viele verschiedene potentielle Proteaseinhibitoren 
systematisch in einem schnell und unkompliziert auszuwer- 
tendem Verfahren getestet werden konnen. 

(I) Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Her- 
stellung und Identifizierung von Inhibitoren, die 

a) auf polyineren kontinuierlichen Oberflachen anders 
als Cellulose (z. B. mikroporose Polypropylen Mem- 
branen modifiziert durch photoinitiierte Graft-Kopoly- 
merisation mit Poly-Ethylenglykol Melhacrylsaure), 
die eine Zuganglichkeit eines hohen Prozentsatzes der 
Substrate und Inhibitoren fur die Proteasen gewahrlei- 
sten, synthetisiert und getestet werden, 

b) iiber verzweigle Molekiile, durch ausreichend lange 
Spacer direkt an den Syntheseankem des kontinuierli- 
chen Tragers, oder linear in der Sequenz verbunden ein 
Substrat mit einem intern gequenchten Ruoreszenz- 
Donor-Akzeptor-Paar zur Verfolgung der Proteaseakti- 
vitat in raumlicher Nahe zum zu testenden Inhibitor be- 
sitzen. 

Umfassend die folgenden Schritte: 
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- Herstellen des Proteasesubstrates zur Verfolgung der 
inhibilorischen Aktivilal, 

- wobei die Substraisequenz von einem Ruoreszenz 
Donor-Akzeptor-Paar eingerahmt wird, 

- Herstellen der zu untersuchenden Inhibitoren an ver- 5 
zweigten Molekiilen, die das Proteasesubstrat tragen, 

an ausreichend langen Spacem direkt an den Synthese- 
ankem des kontinuierlichen Tragers, oder linear mit 
der Subslralsequenz verbunden, 

- Zugeben einer Losung, die Proteaseaktivitat enthalt, lO 
und Abwarten einer Reaktionszeit, 

- Abwaschen der Proteaselosung und der abgespalte- 
nen Substratfragmente, 

- Messung der Zunahme der Fluoreszenz und 

- Idendfizieren der Inhibitorsequenzen durch Besiim- 15 
mung des Ortcs auf deiii kontinuierlichen Tragen 

Proteaseinhibitoren miissen notwendigerweise an die 
Protease binden, und zwar entweder am aktiven Zentrum, 
was eine Inhibition durch Kompetition mit dem Substrat be- 20 
wirkt, Oder an einer anderen Stelle des Proteins, was eine 
nichtkompetitive Anderung der dreidimensionaien Pro- 
tease-Struktur durch die Binding des Inhibitors erfordert. 

(U) Deshalb kann die Aufgabe auch durch ein Verfahren 
zur Herstellung und Identifizierung von Inhibitoren gelost 25 
werden, die auf polymeren kontinuierlichen Oberftachen an- 
ders ais Cellulose (z. B. rnikroporose Polypropylen Mem- 
branen modifiziert durch photoinitiierte Graft-Kopolymeri- 
sation mit Poly-Ethylenglykol Methacrylsaure), die eine Zu- 
ganglichkeit eines hohen Prozentsatzes der Inhibitoren fiir 30 
die Proteasen gewahrleistcn, synthelisiert und auf Bindung 
getestet werden. 

Umfassend die folgenden Schritte: 

- Herstellen der zu untersuchenden Inhibitoren auf po- 35 
lymeren kontinuierlichen Oberflachen anders als Cel- 
lulose (z, B. mikroporose Polypropylen Membranen 
modifiziert durch photoinitiierte Graft- Kopolymerisa- 
tion mit Poly-Ethylenglykol Methacrylsaure) 

- Zugeben einer Losung, die Proteaseaktivitat enthalt, 40 
und Abwarten einer Inkubationszeit, 

- Abwaschen der Proteaselosung und der moglicher- 
weise abgespaltenen Molekiilfragmente, 

- Detektion der Bindung von Proteasen an mogliche 
Inhibitorsequenzen durch (a) immunologische Nach- 45 
weise mit spezifischen Antikorpem, die ein Reporte- 
renzym tragen oder durch sekundare reporterenzymge- 
koppelte Antikorper nachgewiesen werden konnen, (b) 
geeignele Ruoreszenz- oder Enzymmarkierungen an 
den Proteasen, (c) radioaktive Markierungen, (d) durch 50 
Elektrotransfer oder durch Transfer mit anderen Me- 
thoden der Enzyme auf kontinuierliche Oberflachen, 
die komplctt mit mindestens einer geeigneten SubsLrat- 
sequenz deren Spaltung nachgewiesen werden kann 
belegt sind oder (e) den Transfer auf einen anderen Tra- 55 
ger und Nachvyeis der Proteasen durch die Verfahren 
(a) bis (c), 

- Identifizieren der Inhibitorsequenzen durch Bestim- 
mung des Ortes auf dem kontinuierlichen IVager. 

- Untersuchung, der protcasebindcnden Sequenzen 60 
auf inhibitorische 

Wirkung in geeigneten TesLsystemen. 

Vorteile 65 

Die Vorteile der unter (I) und (II) beschriebenen Losun- 
gen gegeniiber den bekannten Verfahren sind die gleichen 
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wie fur den Assay zur Identifizierung der Proteasesubslrate. 

Die Losung (I) hat gegenuber Losung (11) den Vorteil, daB 
direkt auf inhibitorische Wirkung getestet wird. AUerdings 
sind entsprechende Bibliotheken nicht wiederverwendbar, 
da die Substralsequenzen, sofem keine inhibitorische Wir- 
kung vorhanden ist, gespalten werden. Losung (U) hat ge- 
geniiber Losung (I) den Vorteil, daB die Bibliotheken wie- 
derverwendbar sind. AUerdings muB nach der Identifizie- 
rung proteasebindender Sequenzen nachgewiesen werden, 
ob durch die Bindung auch Inhibition hervorgerufen wird. 

Anwendungen 

Proteaseinhibitoren, die mit den oben beschriebenen Ver- 
fahren identifiziert werden konnen, haben eine breite An- 
wcndung in der Grundlagenforschung, der Biotechnologie, 
der Lebensmittelchemie und der Pharmazie. 

- Mit Proteasen verunreinigte biologische Proben 
werden durch Proteaseinhibitoren stabilisiert. 

- Proteaseverunreinigungen und im Produktionspro- 
zeB zugesetzte Proteasen miissen bei biotechnologi- 
schen Herstellungsprozessen haufig wieder inaktiviert 
werden. Bei Produkten, bei denen sich wegen der Sta- 
bilitat der anderen Bestandteile eine Hitzeinaktivierung 
verbietet, werden Proteaseinhibitoren verwendet. 

- Im Bereich der Lebensmittelchemie dienen Proteas- 
einhibitoren zur Haltbarmachung von frischen Natur- 
produkten, 

- Waschmittel enthalten Proteasen, die im Konzentrat 
durch Inhibitoren gehemmt sind. 

- Da viele endogene Proteasen in pathologischen Zu- 
standen involviert sind, werden Proteaseinhibitoren als 
Phannaka eingesetzt. Ein groBes Anwendungsfeld ist 
z. B. die Tumortherapie, da endogene Proteasen die 
Zersetzung des Bindegewebes zur Tumorinvasion in 
angrenzendes Gewebe bewirken. 

A usf uhrungsformen 

Enzyme 

Enzyme konnen Proteasen und PepUdasen sein. Werden 
ais Substrate Oligoester verwendet, kann die Aktivitat von 
Esterasen untersucht werden. Werden als Substrate Oligo- 
saccharide verwendet, kann die Aktivitat von zuckerabbau- 
enden Enzymen (z. B, Cellulasen) untersucht werden. 

Substrate und Inhibitoren 

Substanzen, die auf ihre Eigenschaften als Substrate oder 
Inhibitoren getestet werden soUen, konnen alle in der Fest- 
phasenchemie synthetisierbaren Verbindungen sein. Die 
Festphasensynthese ist ausfiihrlich beschrieben in [Solid- 
Phase synthesis, E. ATHERTON and R. C SHEPPARD 
(1989) IRL Press, ISBN 1-85221-133-4 und Amino Acid 
and Peptide Syntheses, J. JONES, Oxford Science Publica- 
tion (1992) ISBN 0-19-855668-3]. Bevorzugt sind Peptide 
(D-, L- und unnaturliche Aminosauren [Houben-Weyl 
(1974) Georg Thieme Verlag, 4. Auflagc und Katalog der 
Firma Bachem, Bubendorf, Schweiz]), Substanzen mit ami- 
disch verkniipften Bausteinen, Oligoester oder Peptide mit 
einzelnen Esterbindungen, Peptoide, Hydantoine, Ben- 
zodiazipine Oligoharnstoffe, OUgothioharstoffe, Oligocar- 
baraate, Oligothiocarbamate, Oligosaccharide, Pyrrolidone, 
Benzisothiazolone, PNAs, Cyanurchloride [Combinatorial 
Chemistry, Syntiiesis and Application, S. R. WILSON and 
A. W. CZARNDC (1997) John Wiley & Sons. Inc., ISBN 
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0-47 1 - 1 2687-X und Annual. Reports in Combinatorial Che- 
inislry and Molecular Diversity Vol. 1, W. H. MOOS, M. R. 
Pavia, A. D. Ellington and B. K. Kay (1997) Escom, ISBN 
90-72199-23-5]. Alle synthetisch realisierbaren Mischfor- 
nncn der gcnannten Bausteine sind anwendbar. 

Vorteilhaft kann sein, wenn die Subslratmolekule minde- 
stens einen weiteren Rahmenbaustein auBerhalb des N-/C- 
temiinalen Fluoreszenz-Donor-Akzeptor-Paares aufweisen, 
wobei die um die Rahmenbausteine enveiterten Substralmo- 
lekiile im wesentlichen die Funktion aufSveisen, die die Sub- 
slratmolekule ohne Rahmenbausteine besitzen. Der Aus- 
druck Rahmenbaustein ist analog zu den Verbindungen im 
vorigen Absatz zu verslehen. 

Kontinuierliche feste TVager 

Mikroporosen Polypropylenmembranen (PorengroBe 
150 pm), die durch pholoinitiierte Graft- Kopolymerisation 
mit Poly-Ethylenglykol Methacrylsaure modifiziert wurden 
sind fiir das erfindungsgemaBe Verfahren besonders geeig- 
net, Poly-Ethylenglykole aus 2 bis 60 Einheiten oder andere 
Spacer sind fUr das Verfahren anwendbar. 

Fluoreszenz-Donor-Akzeptor Paare 

Alle Ruoreszenz-Donor-Akzeptor Paare sind prinzipiell 
fiir das erfindungsgemaBe Verfahren geeignel. Bcispielhaft 
sind die folgenden Paare genannt: (1) Abz/Dnp (2-Amin- 
obenzoyl/2,4-dinitrophenyl [JULIANO et al. (1990) Bio- 
chem. Biophys. Res. Commun., Vol. 173, pp 647-652], (2) 
Edans/Dabcyl (5-(2'-Aminoethyl)aminonaphthalen Sulfon- 
saure/4-(4'-Dimethylaminobenzenazo)benzoesaure [WANG 
and KRAFFT (1992 Bioorg. Biomed. Chem. Lett, Vol. 2, 
pp 1665-1668], (3) AbznVr(N02) (2-Aminobenzoyl/3-Ni- 
trotyrosin) [MELDAL and BREDDAM (1991) Anal. Bio- 
chem., Vol. 195, pp 141-147]. 

Bei spiel 

Gegeben waren eine Peptidsequenz, von der bekannt war, 
daB sie durch die Protease Trypsin gespalten wird (PALL- 
KEAPRAEEELP) und eine Sequenz, die nicht von Trypsin 
gespalten wird (GGGGGGG). Diese Peptide wurden mit 
dem Ruoreszenzdonor N-Methyl-Anthranilsaure am C-Ter- 
minus und dem Ruoreszenzakzeptor 3-Nitrotyrosin am N- 
Terminus auf einer mikroporosen Polypropylen Membran, 
die durch pholoinitiierte Graft-Kopolymerisation mil Poly- 
Elhylenglykol Methacrylsaure modifiziert wurde, syntheti- 
siert. Als Vergleich wurden diegleichen Sequenzen auf Cel- 
lulose (Whatman 50 Hlterpapier, Maidstone, GroBbritan- 
nien) synthetisiert. Das Peplidsyntheseverfahren ist be- 
schrieben in [KRAMER and SCHNEIDER-MERGENER 
(1998) Meth. Mol. Biol., Vol. 87, pp 25-39]. 

Beide Membranen wurden identisch behandelt: 

- 3 min Waschen mit Methanol 

- 3 mal 10 min Waschen mit PBS-Puffer pH 7.5 (PBS 
= Phosphate Buffered Saline) 

- Inkubation mit 100 Mg/ml TVypsin fiir 2 h 

- 3 mal 10 min Waschen mit PBS-Puffer pH 7.5 

- Messung der Fluoreszenz mil dem Lumi-Imager von 
Boehringer Mannheim 
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20 



Oberer Spot: Y*-GGGGGGG-K*— Cellulose 
Relative Intensitat: 202427 

Unterer Spot: Y*-PALLKEAPRAEEELP-K*— Cellu- 
lose 

Relative Intensitat: 391455 

Intensitatssteigerung bei Spaltung um den Faklor 1.9 




Oberer Spot: Y*-GGGGGGG-K*— Polypropylen (modifi- 

25 zierO 

Relative Intensitat: 20698 

Unterer Spot: Y*-PAIXKEAPRAEEELP-K*— Polypropy- 
len (modifiziert) 
Relative Intensitat: 497816 

30 Intensitatssteigerung bei Spaltung um den Faklor 24 

Die spaltbare Sequenz wurde auf der modifizierlen Poly- 
propylenmembran und auf der Cellulosemembran gespal- 
ten. Die Sequenz GGGGGGG wurde dagegen nicht gespal- 
ten. Die Zugiinglichkeit der SubsU^tsequenz PALLKEA- 

35 PRAEEELP ist auf der modifizierten Polypropylenmem- 
bran wesentlich besser als auf der Cellulose. Bei der Spal- 
tung wird eine Sleigerung der Intensitat um den Faktor 24 
auf der modifizierten Polypropylenmembran im Vergleich 
zum Faktor 1 .9 auf der Cellulosemembran beobachlel. 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Identifizieren von mindestens einer 
Protease-Aktivilat, die auf mindestens ein Substratein- 
wirkl Oder einwirken, 

a) welches Substrat eine definierte Aminosaure- 
Sequenz aus nalurlichen oder nicht- naturlichen 
Aminosauren oder ein Molekul aus anderen poly- 
meren Bausleinen umfaBt, 

b) welches Substrat mit einem Trager verbunden 
ist, der ein nicht mikrobiologisch abbaubares 
Polymer ist, 

c) welches Substrat cincm definierten Reaklions- 
orl auf dem Trager zuzuordnen ist und homogen 
ist Oder aus einem Gemisch bekannter Zusam- 
inensetzung besteht, 

d) welches SubsUral ein Ruoreszenz-Donor-Ak- 
zeptor-Paar aufweist, wobei der Ruoreszenz-Do- 
nor proximal zum Trager und der Fluoreszenz- 
Akzeptor distal zum Trager an dem Substrat ange- 
ordnet ist, und Donor und Akzeptor durch die ver- 
suchsweise zu spaltenden Sequenz des Substrat 
miteinander verbunden sind, 

umfassend die folgenden Schrilte: 

- Inkubation des oder der SubsUrate mit der Pro- 
tease 

- A b waschen der Protease 

- Detektion der Fluoreszenz des Donors, und 
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- Zuordnung der Reaktionsorte und der Fluores- 
zcnz-Akti vital. 

2. Verfahren zum Identifizieren von mindestens einem 
Protease-Inhibitor, der oder die auf mindestens eine 
Protease einwirkt oder einwirken, 5 

a) welcher Inhibitor eine definierte Aminos aure- 
Sequenz aus naturlichen oder nicht-naturlichen 
Aminosauren oder ein Molekul aus anderen poly- 
meren Bausteinen umfafit, 

b) welcher Inhibitor uber verzweigte Molekule, lO 
durch ausreichend lange Spacer direkt an den 
Synlheseankem des konlinuierlichen Tragers, 
oder linear in der Sequenz verbunden ein Substrat 
mit einem intern gequenchten Fluoreszenz-Do- 
nor-Akzeptor-Paar zur Verfolgung der Protease- 15 
aktivitat in raumlicher Nahe zum zu teslenden In- 
hibitor besitzt und mit einem Trager verbunden 
ist, der ein nicht mikrobiologisch abbaubares 
Polymer ist, 

c) welcher Inhibitor einem definierten Reaktions- 20 
on auf dem Trager zuzuordnen ist und homogen 
ist oder aus einem Gemisch bekannler Zusam- 
mensetzung besteht, 

Umfassend die folgenden Schritte: 

- Herstellen des Proteasesubstrates zur Verfol- 25 
gung der inhibitorischen Aktivitat, 

- wobei die Substratsequenz von einem Fluores- 
zenz Donor- Akzeptor-Paar eingerahmt wird, 

- Herstellen der zu untersuchenden Inhibitoren 

an verzweigten Molekulen, die das Proteasesub- 30 
slrat tragen, an ausreichend langen Spacem direkt 
an den Syntheseankem des kontinuierlichen Tra- 
gers oder linear mit der Substratsequenz verbun- 
den, 

- Zugeben einer Losung, die Proteaseaktivitat 35 
enthalt, und Abwarten einer Reaktionszeit, 

- Abwaschen der Proteaselosung und der abge- 
spaltenen Peptidfragmente, 

- Messung der Zunahrae der Fluoreszenz und 

- Zuordnung der Reaktionsorte und der Inhibitor- 40 
Aktivitat. 

3. Verfahren zum Identifizieren von mindestens einem 
Protease-Inhibitor, der oder die auf mindestens eine 
Protease einwirkt oder einwirken, 

a) welcher Inhibitor eine definierte Aminosaure- 45 
Sequenz aus naturlichen oder nicht- naturlichen 
Aminosauren oder ein Molekul aus anderen poly- 
meren Bausteinen umfaBt, 

b) welcher Inhibitor mit einem Trager verbunden 
ist, der ein nicht mikrobiologisch abbaubares 50 
Polymer ist, 

c) welcher Inhibitor einem definierten Reaktions- 
orl auf dem Trager zuzuordnen ist und homogen 
ist Oder aus einem Gemisch bekannter Zusam- 
mensetzung besteht, 55 

Umfassend die folgenden Schritte: 

- Herstellen der zu untersuchenden Inhibitoren 
auf der poly meren kontinuierlichen Oberflache 

- Zugeben einer L5sung, die Proteaseaktivitat 
enthalt, und Abwarten einer Inkubationszeit, 60 

- Abwaschen der Proteaselosung und der mogli- 
cberweise abgespaltenen Molekiilfiragmente, 

- Detektion der Bindung von Proteasen an mogli- 
chen Inhibitorsequenzen durch (a) immunolo- 
gische Nachweise mit spezifischen Antikorpern, 65 
die ein Repoterenzym tragen oder durch sekun- 
dare reporterenzymgekoppelte Antikorper nach- 
gewiesen werden konnen, (b) geeignete Fluores- 
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zenz- Oder Enzymmarkierungen an den Proteasen, 
(c) radioaktive Markierungen, (d) durch Elektro- 
transfer oder durch Transfer mit anderen Metho- 
den der Enzyme auf kontinuierliche Oberflachen, 
die komplett mit mindestens einer geeignelen 
Substratsequenz deren Spaltung nachgewiesen 
werden kann belegl sind oder (e) durch Transfer 
auf einen anderen Trager und Nachweis durch die 
Melhoden (a) bis (c), 

- Identifizieren der Inhibitorsequenzen durch Be- 
stimmung des Ortes auf dem kontinuierlichen 

Trager. 

- Untersuchung, der proteasebindenden Sequen- 
zen auf inhibitorische Wirkung in geeigneten 
Testsystemen. 

4. Verfahren nach einem der vorigen Anspriiche, bei 
dem Proteasen in Mischungen, Suspensionen, Emul- 
sionen, Korperflussigkeiten, Zellsuspensionen oder in 
vivo verwendet werden, 

5. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, 
wobei das Polymer des Tragers ein Polyalkan, ein Po- 
lyvinyl hlorid oder ein mit Fluor ganz oder teilweise 
substituiertes Polyalkan oder ein Gemisch aus einem 
der vorherigen Polymeren ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das Polyalkan 
ein Polyethylen oder ein Polypropylen ist. 

7. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, 
wobei der Trager mit Graft-Kopolymerisation mit Po- 
lyethylenglykol Methacrylsaure modifiziert isL 

8. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, 
wobei zwischcn Trager und Substrat Abstandhaller 
(Spacer) angeordnet sind. 

9. Test-Kit zum Identifizieren von Pro tease- Aktivitat, 
die auf mindestens ein Substrat einwirkt, 

a) welches Substrat eine definierte Aminosaure- 
Sequenz aus natiirlichen oder nicht-natiirlichen 
Aminosauren oder ein Molekul aus anderen poly- 
meren Bausteinen umfaBt, 

b) welches Substrat mit einem Trager verbunden 
ist, der ein nicht mikrobiologisch abbaubares 
Polymer ist, 

c) welches Substrat einem definierten Reaktions- 
ort auf dem Trager zuzuordnen ist und homogen 
ist oder aus einen Gemisch bekannter Zusammen- 
setzung besteht, 

d) welches Substrat ein Ruoreszenz-Donor-Ak- 
zeptor-Paar aufweist, wobei der Fluoreszenz-Do- 
nor proximal zum Trager und der Ruoreszenz- 
Akzeptor distal zum Trager an dem Substrat ange- 
ordnet ist, und Donor und Akzeptor durch die ver- 
suchsweise zu spaltenden Sequenz des Substrat 
miteinander verbunden sind, 

umfassend: 

- einen Trager mit gegebenenfalls iiber einen Ab- 
standhaller (Spacer) gekoppeltem Substrat an de- 
finierten Reaktionsorten. 

10. Test Kit nach Anspruch 9, wobei zusatzlich 

- mindestens eine Protease und/oder 

- mindestens ein Protease-Inhibitor nach MaB- 
gabe der in den Anspriichen 2 und 3 beanspruch- 
ten Verfahren vorhanden ist. 

11. Test Kit nach den Anspriichen 9 oder 10, wobei ein 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 verwendet 
wird. 

12. Verfahren oder Test- Kits nach den vorherigen An- 
spriichen in denen statt einer Protease mindestens eine 
Esterase oder ein zuckerabbauendes Enzym verwendet 
wird. 



